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RESUMEN 
 
El tratamiento de tumores de forma dirigida supone todavía un reto en la 
investigación contra el cáncer. Las terapias dirigidas tratan de evitar el desarrollo 
de la neoplasia mediante el uso de fármacos inhibidores de proteínas relevantes 
en el desarrollo tumoral. Potenciada por los avances tecnológicos y los estudios 
de los genomas del cáncer, la oncología de precisión procura adecuar las terapias 
propuestas al perfil molecular del paciente. Para ello, haciendo uso de las NGS 
(Next Generation Sequencing), se extrae la información mutacional del tumor y en 
base a estas alteraciones se le recomienda un tratamiento. Sin embargo, pese a 
ser una de las principales líneas de investigación en el tratamiento del cáncer, por 
el momento solo ha demostrado su efectividad frente a tumores muy 
determinados mientras que la mayoría de pacientes han de recurrir a terapias 
tradicionales. 
  
Uno de los principales obstáculos de la oncología de precisión reside en la 
heterogeneidad intrínseca que presentan los tumores, la heterogeneidad 
intratumoral. Este concepto se define como las distintas subpoblaciones celulares, 
o clones, que aparecen en un mismo tumor a consecuencia de la diferenciación 
de una o varias fracciones de células, al desarrollar estas alteraciones 
moleculares distintas a las que presentan el resto de células. Así, esta 
heterogeneidad tumoral contribuye a que las terapias no sean todo lo eficientes 
que debieran a causa principalmente de la dificultad en la detección y estimación 
de las diferentes subpoblaciones así como con la aparición de nuevos clones 
como consecuencia de la adquisición de mecanismos de resistencia a 
determinados fármacos. Por lo tanto, en este proyecto se presenta el concepto de 
la heterogeneidad terapéutica. Este concepto recoge las diferentes posibilidades 
terapéuticas del paciente, valorando las diferentes subpoblaciones presentes en 
el tumor y priorizando y prescribiendo terapias acorde a las alteraciones 
moleculares de cada clon. Además, la heterogeneidad terapéutica debe tener en 
cuenta las vulnerabilidades de cada clon de manera que la prescripción 
terapéutica disminuya o retarde la aparición o expansión de clones resistentes. 
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 El objetivo principal del presente Trabajo de Fin de Máster es el estudio de la 
heterogeneidad terapéutica partiendo del perfil mutacional de diversas muestras 
extraídas de datos públicos resultantes de estudios de NGS en cáncer, tratando 
de demostrar nuestra hipótesis inicial que sostiene que, con el diagnóstico 
adecuado, la heterogeneidad terapéutica es sensiblemente menor que la 
heterogeneidad mutacional. De este modo, se resaltará la importancia de la 
heterogeneidad intratumoral en la oncología de precisión y cómo ésta determina a 
su vez el posible abordaje terapéutico de la enfermedad en cada paciente.  
 
Para cumplir tal objetivo se parte de los datos genómicos (exoma) de seis 
pacientes de carcinoma ductal de mama y tras obtener los perfiles mutacionales 
de cada subpoblación tumoral, se utilizará la metodología apropiada para 
jerarquizar los distintos fármacos disponibles para el tratamiento de cada clon. 
Posteriormente, las terapias obtenidas se agruparán en familias de drogas de 
manera que se pueda comparar el tratamiento indicado para cada paciente. Por 
último, se propone brevemente el tratamiento recomendado para cada uno de los 
pacientes. 
  
Tras el estudio de las muestras se comprueba la relevancia de considerar las 
diferencias moleculares existentes entre las distintas poblaciones celulares 
presentes en el tumor. Al tener en cuenta la heterogeneidad intratumoral, se 
puede proponer una terapia ajustada a los distintos clones que aparecen en un 
mismo paciente, disminuyendo así la heterogeneidad terapéutica y minimizando la 
aparición de resistencia y la exposición del paciente a la toxicidad propia de los 
fármacos antineoplásicos. 
  
  
 
Heterogeneidad Terapéutica en Cáncer  Guillermo Martín-Serrano García, 09/2018 
6 
 
INTRODUCCIÓN 
 
El cáncer es la segunda causa de muerte en los países occidentales, sólo 
superada por las enfermedades cardiovasculares[1]. Solo en 2015, fallecieron a 
causa de esta enfermedad casi 9 millones de personas en todo el mundo, siendo 
el cáncer la causa de una de cada seis muertes registradas[2]. Históricamente, el 
tratamiento de esta enfermedad, se ha realizado teniendo en cuenta las 
características clínicas del paciente, junto con los rasgos histológicos del tumor[3] 
siendo en general la cirugía para la extirpación del tumor la terapia contra el 
cáncer más extendida seguida por la  radioterapia[4] y la quimioterapia[5], aunque 
 no son las únicas terapias que se emplean en la actualidad[6-7]. 
 
Uno de los principales avances médicos durante los últimos años ha sido el 
desarrollo y la implantación clínica de nuevas terapias dirigidas, consistentes en el 
uso de moléculas que inhiben la actividad de proteínas relevantes en el desarrollo 
del tumor. Estos tratamientos se han visto favorecidos por el desarrollo de la 
tecnología de secuenciación de última generación (o NGS, por sus siglas en 
inglés, Next Generation Sequencing), que permite la identificación sistemática y 
eficiente de biomarcadores[8]. Esta tecnología nos permite secuenciar el genoma 
(DNAseq) o transcriptoma (RNAseq) de una población celular de una forma 
rápida, barata y sencilla[9]. Además permite obtener información sobre los sitios de 
unión entre DNA y proteína (ChIPseq) o información sobre el metiloma (mediante 
la secuenciación por bisulfito). También es relevante mencionar el lanzamiento de 
proyectos como el International Cancer Genome Consortium (ICGG) o The 
Cancer Genome Atlas (TCGA). Estos proyectos tienen como objetivo caracterizar 
los genomas de los diferentes tipos de cáncer determinando los genes 
frecuentemente alterados, qué mutaciones actúan como conductoras (o drivers) 
en la iniciación y progresión del tumor y cuáles como pasajeras (o passengers) o 
las frecuencias mutacionales, entre otros objetivos. Para ello utilizan decenas de 
miles de muestras tumorales de pacientes, generando así una base de datos que 
contiene información relativa a las mutaciones que aparecen en esta 
enfermedad[10-11], entre otro tipo de datos (de expresión, metilomas...). Este 
conocimiento permite una mejora en el diagnóstico y tratamiento de esta 
enfermedad, aplicando lo que hoy en día se conoce como oncología de precisión. 
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La oncología de precisión, por lo tanto, pretende personalizar los tratamientos 
antitumorales, utilizando los datos y la información obtenida de los proyectos de 
los genomas del cáncer con el fin de seleccionar un tratamiento individualizado 
para cada paciente, en base a su perfil genómico y a las mutaciones que éste 
acumula. Es un hecho que no todos los fármacos antitumorales son eficientes en 
todos los pacientes. De esta manera, el fin último de la oncología de precisión 
consiste en seleccionar una terapia para tratar al paciente en función de su perfil 
mutacional (que podrá ser diferente al perfil de otros pacientes), aumentando las 
probabilidades de éxito del tratamiento[12-13]. 
 
Sin embargo, uno de los principales problemas que presenta la oncología de 
precisión reside en la heterogeneidad intrínseca que presentan los tumores. No se 
trata de las diferencias presentes entre tumores de la misma naturaleza 
desarrollados en distintos pacientes (a la que nos referimos como heterogeneidad 
intertumoral), ya que el planteamiento actual de la medicina personalizada se 
centra en atajar estas diferencias. Se trata, en este caso, de las diferencias 
mutacionales, o clones que se desarrollan dentro de la población de células 
tumorales que aparecen en un mismo paciente. Esta última, es la que se conoce 
como heterogeneidad intratumoral[14-17]. Así, la heterogeneidad intratumoral se 
define como las distintas subpoblaciones de células, o clones, que aparecen en 
un mismo tumor, como consecuencia de la diferenciación de una o varias 
fracciones de células al desarrollar alteraciones moleculares distintas a las que 
presenta el resto de la población tumoral. 
 
Pese a los grandes avances acontecidos en el campo de la oncología clínica, 
tanto por la aparición de la medicina personalizada, como por el aumento del 
número de terapias disponibles, la heterogeneidad intratumoral contribuye 
notoriamente en el aumento de la resistencia del cáncer a determinados 
fármacos, provocando que las terapias no sean todo lo eficientes que podrían ser 
en caso de que las diferencias entre las distintas poblaciones tumorales se 
tuviesen en cuenta, como señalan numerosos estudios[3, 18-21].  
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Esta heterogeneidad intratumoral, por lo tanto, puede traducirse en una 
heterogeneidad terapéutica intratumoral. Este concepto recoge las diferentes 
posibilidades terapéuticas teniendo en cuenta las diferencias mutacionales dentro 
de la  subpoblación clonal presente en el tumor de un mismo paciente. De este 
modo, la heterogeneidad terapéutica debe tener en cuenta las vulnerabilidades de 
cada subpoblación clonal en el tumor y podrá implicar la prescripción de terapias, 
en combinación o secuencial, que disminuyan o retarden la aparición o expansión 
de clones  resistentes  a los fármacos. Por lo tanto, un abordaje terapéutico que 
tuviese en cuenta esta heterogeneidad clonal (inicialmente la molecular y 
posteriormente la terapéutica) permitiría aumentar las probabilidades de éxito del 
tratamiento[19]. 
 
Así pues, el tratamiento de la heterogeneidad clonal intratumoral requiere en 
primer lugar caracterizar las distintas subpoblaciones tumorales presentes en el 
paciente. Para ello, existen dos alternativas: uno de los métodos más 
comúnmente utilizado hoy en día es el single-cell sequencing[22-28]. Esta técnica 
permite obtener un perfil de expresión (secuenciación de ARN) o un perfil 
mutacional (secuenciación de el ADN completo (genoma), o más comúnmente, 
solo sus regiones codificantes (exoma)) de una célula individual[29-30]. Tras obtener 
los perfiles de cada célula tumoral, éstas pueden ser agrupadas en 
subpoblaciones celulares, o clones, que comparten un mismo perfil genético o de 
expresión. Otro abordaje posible para obtener esta información se basa en inferir 
la evolución clonal a partir las alteraciones halladas al secuenciar un conjunto de 
células a la vez (o bulk sequencing) y las frecuencias de estas mutaciones[31]. 
Tras establecer las distintas subpoblaciones del tumor, se debería proponer el 
tratamiento más preciso posible para cada uno de estos clones. Para este último 
paso, es necesario utilizar una metodología[32] que permita jerarquizar los distintos 
fármacos  propuestos en función de los perfiles mutacionales de los pacientes. 
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OBJETIVOS 
 
Este proyecto pretende remarcar la relevancia de la heterogeneidad intratumoral, 
y cómo ésta determina a su vez el posible abordaje terapéutico que varía en 
función de dicha heterogeneidad, propia de cada paciente. A partir de datos de 
NGS y utilizando herramientas de computación se permitirá describir un perfil 
terapéutico de distintos pacientes. De esta manera se podrá comprobar el peso 
de las diferencias intratumorales en la heterogeneidad terapéutica, o en cómo 
varían los tratamientos propuestos en función de las distintas subpoblaciones 
celulares descritas. Así pues, podríamos comprobar si nuestra hipótesis inicial, 
que sostiene que pese a las diferencias moleculares existentes en las distintas 
subpoblaciones, si los perfiles mutacionales se tienen en cuenta para el 
diagnóstico, la heterogeneidad terapéutica será sensiblemente menor. 
 
Por lo tanto, el objetivo principal de este proyecto de fin de máster será el de 
obtener un perfil de heterogeneidad terapéutica partiendo de un perfil mutacional 
de distintas muestras. Estas muestras serán obtenidas a partir de datos públicos 
adquiridos de experimentos de NGS en distintos tipos de cáncer. Para ello, se 
realizará una búsqueda exhaustiva en la literatura y una posterior selección de los 
datos de partida. Tras la extracción de los perfiles mutacionales, se procederá a 
obtener los distintos perfiles terapéuticos utilizando herramientas bioinformáticas y 
por último se ordenarán y visualizarán los resultados para su posterior discusión. 
Así pues, se esperaría poder discriminar entre fármacos que ataquen a todas las 
poblaciones tumorales y fármacos cuya diana sean específicamente 
subpoblaciones de dicho tumor. Todo ello, permitiría, al tener en cuenta la 
heterogeneidad intratumoral y terapéutica, personalizar aún más el tratamiento 
recomendado a cada paciente. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 
1. Selección de muestras a partir de datos de la literatura 
 
El primer paso del presente estudio, es la selección de las muestras idóneas para 
estudiar la heterogeneidad terapeútica. Para ello, se planteó la búsqueda en la 
literatura de distintos proyectos que, estudiando heterogeneidad tumoral, 
incluyesen datos públicos. Específicamente, durante la primera selección de 
estudios se priorizaron aquellos  que hubiesen utilizado tecnología de 
secuenciación de células individuales (o single-cell sequencing) para identificar 
mutaciones somáticas de cada célula secuenciada, dentro de un mismo 
paciente[24, 30, 33-34]. Esto permitiría agrupar las células en subpoblaciones clonales 
que comparten un perfil mutacional. De esta manera, se determinaría  la 
heterogeneidad intratumoral a partir de las subpoblaciones celulares existentes y 
se estudiarían las posibles dianas terapéuticas de cada subpoblación para poder 
estimar la heterogeneidad terapeútica. 
 
Tras la revisión de 18 artículos susceptibles de ser analizados (la información 
relativa a estos artículos se puede consultar en el material suplementario; Tabla 
S1) se seleccionó el estudio de Casasent y colaboradores[35] por dos motivos 
principales: en primer lugar, este trabajo analiza en detalle la clonalidad de un 
número mayor de pacientes (n=10) comparado con el resto de estudios de la 
literatura. 6 de estos 10 pacientes muestran la heterogeneidad intratumoral 
necesaria para este proyecto. Por otro lado, infieren la evolución clonal presente 
en las distintas muestras, agrupando así las distintas subpoblaciones celulares, 
facilitando el manejo de datos, reduciendo su volumen y su complejidad. En este 
estudio de Casasent et al. se plantean el objetivo de modelizar la evolución que 
sigue un carcinoma ductal de mama, pasando de ser un carcinoma in situ a un 
tumor invasivo. Se concluye que la evolución del tumor sigue un modelo 
multiclonal, en el que algunas células desarrollan mutaciones que les facilitan la 
salida de los ductos y la migración a tejido adyacente. Para ello, secuencian el 
exoma de distintas células tumorales, en pacientes que presentan ambos tipos de 
tumor (in situ e invasivo). Así pues, utilizando el software TimeScape 
(http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/timescape.html) generan un 
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gráfico (Figura 1) en el que resumen la evolución clonal en cada paciente. En 
estos gráficos (también conocidos como fish plots o muller plots), como se puede 
observar en la Figura 1, se evidencia la existencia de distintas subpoblaciones en 
un mismo tumor. En este tipo de gráficos, el eje X suele representar la evolución 
cronológica del tumor. En este caso en concreto, representa la localización de los 
clones, en función de si se encuentra en tejido in situ (a la izquierda de la gráfica) 
o en el tejido invasivo (a la derecha de la misma). En el eje Y, se representa la 
fracción celular que representa cada subpoblación con respecto al total del tumor. 
Por lo tanto, siguiendo el ejemplo de la figura 1, podemos ver como en el paciente 
DC4 existen dos poblaciones (clon A y clon B) y cómo a medida que el tumor 
migra, se va enriqueciendo la fracción celular representada por el clon A (pasando 
de un 40% a un 55% de las células tumorales). Estos conceptos son relevantes a 
la hora de recomendar uno u otro tratamiento a los pacientes, pues en función de 
la fracción celular que represente cada clon o la tendencia que siga (creciente o 
decreciente), podrá ser más beneficioso inhibir a uno u otro clon. 
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Cabe destacar que las muestras fueron tomadas antes de cualquier tratamiento. 
Esto permite descartar que las alteraciones estudiadas provengan del desarrollo 
de resistencia a los fármacos empleados en una primera instancia. De este modo, 
solo contamos con mutaciones desarrolladas intrínsecamente por la población 
tumoral. 
 
Por lo tanto, partimos de los datos de 6  pacientes (DC4, DC13, DC14, DC16, 
DC18 y DC20) que cuentan con distintas subpoblaciones clonales tumorales 
(entre 2 y 5 cada paciente), formando un total de 17 clones. A cada uno de estos 
clones se le asocia una lista de genes alterados que caracterizan a la población 
clonal. Son estos genes los que marcan la heterogeneidad intrínseca de cada 
tumor y por lo tanto, los que determinarán el tratamiento propuesto. Estos datos 
se resumen en la figura 3 consultable en el apartado de resultados (Figura 3) y en 
el material suplementario en formato de tabla (Tabla S2) 
 
2. Obtención del perfil terapéutico de los clones 
 
Una vez obtenido el perfil mutacional de los distintos clones, el siguiente paso es 
la obtención del perfil terapéutico de cada uno de ellos. Para ello, se utilizará la 
herramienta PanDrugs, recientemente desarrollada por la Unidad de 
Bioinformática del CNIO[32]. PanDrugs es un método para la selección de terapias 
a partir del análisis de alteraciones moleculares presentes en cáncer. La 
aproximación metodológica de PanDrugs ha permitido implementar una base de 
datos dedicada a la identificación de alteraciones moleculares accionables 
(PanDrugsdb). Este método ofrece las terapias que tienen como diana dichas 
alteraciones, estableciendo una jerarquía en función de criterios como la 
información biológica o la información sobre la relevancia clínica de los genes 
alterados entre otros. Esta herramienta también incluye información sobre la 
familia del fármaco recomendado y su estado de aprobación, agrupándolos en 
fármacos aprobados, en ensayo clínico o en estado experimental. Asimismo, la 
herramienta da la información sobre el área patológica de la droga ofrecida, define 
si se trata de un target directo o un biomarcador de respuesta a tratamiento y 
también se incluye entre otras cosas, información de resistencia o sensibilidad a 
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droga y el tipo de alteración molecular. PanDrugs integra datos de 24 fuentes 
distintas, con los distintos niveles de información antes mencionados, incluyendo 
datos de estudios experimentales en líneas celulares de cáncer. Actualmente, 
PanDrugsdb, contiene alrededor de 50.000 asociaciones droga-diana para 
aproximadamente 5.000 genes y 9.000 fármacos, constituyendo la mayor base de 
datos de interacciones gen-fármaco de la actualidad, si bien, aún existen genes 
para los cuales aún no se ha descrito una droga que lo tenga como diana. Por lo 
tanto, esta herramienta permite jerarquizar los distintos fármacos disponibles, en 
función del perfil mutacional de cada paciente. En definitiva, PanDrugs establece 
un ranking para cada paciente, que ordena los distintos fármacos en función de 
las dianas terapéuticas que presenta dicho paciente. Para ello, utiliza un score 
calculado en función de i) el estado en el que se encuentra la droga (aprobada, en 
ensayos clínicos o en fase experimental), ii) el número de bases de datos curadas 
que avalan la relación entre el fármaco y el gen y iii) las consecuencias de la 
mutación de dicho gen, su relevancia en el desarrollo del tumor, su esencialidad y 
las implicaciones clínicas en función de su patogenicidad. A partir de este score, 
los distintos fármacos se ordenan, estableciendo un ranking de fármacos 
ordenados de más a menos adecuados para el tratamiento del paciente. Otra 
ventaja de consideración, es que esta herramienta se ejecuta desde un portal 
web[36], sencillo e intuitivo, facilitando, el manejo de datos.  
 
Por lo tanto, a través del portal web de PanDrugs, se lanzó una búsqueda para 
cada clon, introduciendo las alteraciones genómicas presentes en cada uno de 
ellos (17 búsquedas en total, una por clon). Tras cada búsqueda, el portal permite 
la obtención de una tabla con el resumen de los resultados, la cual fue 
descargada para cada una de los clones. En estas tablas, se recoge cada 
fármaco recomendado para el tratamiento, acompañado de su gen diana, la 
familia de drogas a la que pertenece y un score que determina el ranking de los 
distintos fármacos. De este modo, se obtiene una lista jerarquizada de drogas 
adecuadas para tratar a la subpoblación analizada en ese momento. 
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3. Agrupación de fármacos en familias de drogas 
 
Como se describe en el apartado anterior, PanDrugs devuelve en sus resultados 
todos los fármacos disponibles en su base de datos (PanDrugsdb) que sugieran la 
inhibición de la actividad de los proteínas molecularmente alteradas teniendo en 
cuenta  el perfil mutacional del clon. Esto se traduce en una lista de centenares de 
fármacos por cada clon. Con el fin de reducir el volumen de datos, nuestro 
siguiente paso fue el de agrupar los fármacos recomendados por PanDrugs en 
familias de drogas definidas por la base de datos KEGG y el proyecto Connectivity 
map, o cmap, del Broad Institute[37-38]. Para ello se generó una colección de firmas 
de familias de drogas a partir de PanDrugsdb. Este fichero se puede consultar en 
el material suplementario (Tabla S3) donde se recoge en cada línea el nombre de 
la familia de drogas seguido de sus componentes. 
 
Una vez generadas las firmas de familias de drogas, con el fin de agrupar los 
fármacos indicados por PanDrugs en sus respectivas familias, y con el fin de 
comprobar qué familias están más representadas en el tratamiento recomendado, 
se utilizó el software GSEA[39]. Este método se aplica frecuentemente para el 
análisis funcional de datos de expresión génica obtenidos a partir de 
experimentos de transcriptómica (RNAseq o microarrays). Se utiliza para 
comprobar el enriquecimiento de ciertos conjuntos de genes que comparten una 
función biológica, localización cromosómica o regulación, en una determinada 
muestra. Para ello, utiliza una matriz de expresión de genes, o un ranking de los 
mismos (ordenados en función de su nivel de expresión). Con estos datos, el 
software evalúa el peso de cada firma en función de cuan representados están 
sus componentes realizando un test Kolmogorov–Smirnov. Posteriormente calcula 
la significancia estadística del resultado mediante un test de permutación que 
devuelve un p-valor. Por último, realiza un ajuste por FDR (False Discovery Rate). 
De esta manera, determina si una determinada firma está enriquecida en nuestra 
muestra, o no. En este caso, se utilizó esta metodología para comprobar qué 
familias de drogas están más enriquecidas en cada clon. Se emplearon las firmas 
de familias generadas a partir de PanDrugs para saber a qué familia pertenece 
cada fármaco y al carecer de una matriz de expresión, se utilizaron los rankings 
de drogas devueltos por PanDrugs para cada uno de los clones. Los distintos 
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rankings pueden consultarse en el material suplementario (Tablas S4-S20). En 
cuanto a las familias de drogas, cabe destacar que muchas de estas familias se 
encuentran compuestas por un único fármaco. Esto provoca que el FDR aumente 
considerablemente en estos análisis, de manera que se optó por descartar el uso 
de este estadístico y se trabajó con el p-valor, asumiendo que de esta forma 
obtenemos una mayor tasa de falsos positivos. Así pues, tras ejecutar el 
programa, se obtuvo una lista en la que se resume qué familias de drogas están 
enriquecidas en los resultados de PanDrugs para cada clon. Estos resultados 
sugieren qué familias pueden ser  más efectivas para tratar a cada subpoblación 
tumoral, y qué fármacos son los que más contribuyen a ello. 
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RESULTADOS 
 
1. Pacientes, clones y alteraciones 
 
Como se detalla en el apartado de Materiales y Métodos, partimos de una 
muestra total de 6 pacientes extraídos del artículo de Casasent y colaboradores. 
Estos son los pacientes DC4, DC13, DC14, DC16, DC18 y DC20. Como se puede 
comprobar en la figura 2, cada paciente presenta entre 2 y 5 clones. En el gráfico 
correspondiente a cada paciente, se puede consultar las fracciones celulares que 
representa cada clon en el tumor. Por ejemplo, en el paciente DC4, el clon A 
aparece y representa al 40% de las células tumorales en el tejido no invasivo, 
creciendo hasta un 55% en el tejido invasivo. Por otra parte, el clon B en un inicio 
representa el 60% de las células tumorales decreciendo hasta representar un 
45% en el tumor invasivo.  
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En la figura 3, se observa como cada clon en cada tumor presenta diversas 
alteraciones genómicas (Figura 3). Adicionalmente, en la tabla 1 se puede 
consultar el porcentaje de mutaciones que aparecen en todos los clones del 
mismo paciente (Tabla 1). Estos datos, sirven como indicativo para mostrar la 
heterogeneidad molecular existente entre los distintos clones de cada paciente. 
 
Figura 2. Resumen de las fracciones celulares que representa cada clon con respecto al 
total de las células tumorales de cada paciente. Imagen modificada de Casasent et al. 
(2018). 
Heterogeneidad Terapéutica en Cáncer  Guillermo Martín-Serrano García, 09/2018 
18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Heterogeneidad Terapéutica en Cáncer  Guillermo Martín-Serrano García, 09/2018 
19 
 
 
 
Paciente 
% mutaciones solapantes para 
todos los clones 
DC4 0 
DC13 10 
DC14 86 
DC16 18 
DC18 21 
DC20 15 
 
 
 
 
2. Asignación de terapias por clon utilizando PanDrugs 
 
Tras lanzar una búsqueda en PanDrugs por cada clon (n=17), el método 
 devuelve una tabla con los distintos resultados para cada clon. Estos resultados 
oscilan entre 100 y 700 fármacos en función del clon analizado, si bien no todas 
se encuentran aprobadas (Tabla 2). Las tablas en las cuales se amplían los 
resultados completos son consultables en el material suplementario (Tablas S21-
S37). Sin embargo, para su mejor visualización, un resumen de los resultados se 
puede consultar en la figura 4, donde se ejemplifican los fármacos con un mejor 
score para el tratamiento de los distintos clones de cada paciente (Figura 4). 
Adicionalmente, a modo de resumen, en la tabla 2, se recoge el total de drogas 
recomendadas por la metodología para cada clon, así como un desglose de las 
mismas en función del estado de la droga (Tabla 2). Por último, en la tabla 3 se 
evidencia el porcentaje de todos los fármacos candidatos (en función del score 
devuelto por PanDrugs) que se recomiendan para todos los clones del paciente 
(Tabla 3). 
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Clon 
 
Drogas 
aprobadas 
 
Drogas en fase de 
ensayo clínico 
 
Drogas en fase 
experimental 
 
Total 
DC4a 104 167 350 621 
DC4b 68 108 178 354 
DC13a 31 47 153 231 
DC13b 96 154 265 515 
DC14a 36 35 42 113 
DC14b 33 32 36 101 
DC16a 40 51 160 251 
DC16b 57 91 77 225 
DC16c 57 92 82 231 
DC16d 57 91 77 225 
DC16e 57 92 82 231 
DC18a 116 168 359 643 
DC18b 104 162 227 493 
DC18c 111 179 346 636 
DC20a 60 93 93 246 
DC20b 50 80 67 197 
DC20c 73 120 152 345 
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Paciente % fármacos solapantes para 
todos los clones 
DC4 35 
DC13 34 
DC14 90 
DC16 10 
DC18 33 
DC20 53 
 
 
 
. 
Adicionalmente, debido al elevado número de fármacos a manejar y con el fin de 
facilitar la interpretación de los resultados, se consideró oportuno agrupar todos 
estos fármacos en familias de drogas, utilizando para ello el software GSEA (más 
información en Material y Métodos). Esta aproximación permite comparar los 
resultados de una manera más sencilla e intuitiva, tanto a la hora de manejar los 
datos como a la hora de la visualización de los resultados. Los resultados de este 
agrupamiento se pueden consultar en el apartado 3 de Resultados. 
 
3. Agrupación de fármacos en familias de drogas 
 
Tras lanzar GSEA para cada uno de los clones (n=17), obtuvimos una tabla de 
resultados por clon. Estas tablas se pueden consultar en el material suplementario 
(Tablas S38-S54). En estos documentos se recogen las familias de drogas 
enriquecidas en cada uno de los clones; esto es, las familias de drogas que se 
ven más representadas en los resultados de PanDrugs en cada clon. En 
definitiva, los fármacos recogidos en estas familias son los más recomendados 
por PanDrugs para el tratamiento del clon. Una vez más, para facilitar su 
visualización, en la figura 5 se resumen los principales resultados de este análisis 
de enriquecimiento de familias (Figura 5). Adicionalmente, en la tabla 4, se recoge 
el porcentaje de familias enriquecidas para todos los clones de un mismo paciente 
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(Tabla 4). Por último, en la tabla 5 se recoge la notoria reducción en el volumen 
de datos que se produce al agrupar los fármacos en las distintas familias de 
drogas definidas, si bien el porcentaje de solapamiento se mantiene estable en 
todos los pacientes a excepción del DC16 en el cual se incrementa desde un 10% 
a un 41% (Tabla 5). 
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Paciente 
% familias enriquecidas 
solapantes para todos los clones 
DC4 30 
DC13 23 
DC14 100 
DC16 41 
DC18 45 
DC20 62 
 
 
. 
 
 
Paciente 
Nº fármacos 
solapantes 
% fármacos 
solapantes 
Nº familias 
solapantes 
% familias 
solapantes 
DC4 255 35 21 30 
DC13 189 34 12 23 
DC14 101 90 14 100 
DC16 49 10 14 41 
DC18 296 33 37 45 
DC20 193 53 23 62 
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DISCUSIÓN 
 
1. Pacientes, clones y alteraciones 
 
A la vista de los datos expuestos en el apartado de Resultados, más 
concretamente en la figura 3, se concluye que la muestra de 6 pacientes de 
cáncer de mama analizada representa una buena elección al reflejar la 
heterogeneidad intratumoral que queremos estudiar, ya que los 6 pacientes 
analizados cuentan con distintas poblaciones clonales. Dentro de cada paciente, 
cada clon cuenta con una lista determinada de alteraciones genómicas que 
marcan su perfil molecular. Como se recoge en la tabla 1, podemos comprobar 
que el porcentaje de solapamiento (y por tanto de mutaciones que comparten) 
entre los distintos clones de cada tumor es inferior al 25% a excepción de uno de 
los pacientes, el DC14, que representa el paciente con menos heterogeneidad de 
nuestra muestra. Por otro lado, aunque a priori el paciente DC16 parece ser el 
que mayor heterogeneidad presenta, al observarse 5 subpoblaciones clonales en 
su tumor, los clones C, D y E proceden de un antecesor común, el clon B, por lo 
que comparten muchas de sus mutaciones. Es por lo tanto, el paciente DC4, pese 
a tener solo dos poblaciones clonales, el que presenta mayor heterogeneidad, al 
no compartir ninguna de sus alteraciones genómicas entre ellas. Por lo tanto, 
podemos concluir que la muestra presenta heterogeneidad genómica interclonal 
independientemente del número de clones que presente cada paciente, siendo 
esta suficiente en todos los casos estudiados para abordar el análisis de la 
heterogeneidad terapéutica. 
 
2. Asignación de terapias por clon utilizando PanDrugs 
 
Los resultados de la asignación de fármacos a cada clon (Figura 4 y Tabla 3), 
sugieren que en todos los pacientes exista una elevada cantidad de drogas 
recomendadas para tratar a cada uno de los clones existentes en el tumor. En 
todos los casos se supera el 30% de similitud a excepción del anteriormente 
mencionado paciente DC16. Sin embargo, si se estudia el porcentaje de similitud 
entre los clones que derivan de un mismo clon (B, C, D y E), se puede comprobar 
como el porcentaje de similitud de los fármacos recomendados por PanDrugs se 
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incrementa desde un 10% a un 90%. Este porcentaje tan elevado se puede 
observar también el paciente DC14, el cual hemos descrito como el menos 
heterogéneo, y por tanto resulta razonable encontrar esta similitud en el 
tratamiento propuesto para ambos clones. 
 
Estos resultados, por lo tanto, denotan que al traducir la heterogeneidad 
intratumoral, estudiada en el apartado anterior, a heterogeneidad terapéutica 
(también intratumoral), se observa una disminución en las diferencias presentadas 
entre los clones de cada paciente. Esto quiere decir que, pese a que es evidente 
que las distintas subpoblaciones clonales presentan diferencias moleculares que 
se pueden traducir en una mayor o menor agresividad, los clones pueden a) ser 
susceptibles a responder a una misma terapia, b) sugerir el uso de tratamientos 
clon-específicos que podrían proporcionar un mayor tiempo de respuesta al 
tratamiento por parte del paciente y c) podrían  mitigar la expansión de clones 
minoritarios y la aparición de posibles resistencias tras la administración de los 
fármacos, y así con todo ello obtener respuestas a tratamientos personalizados 
más eficaces y posibilidades de un mejor pronóstico para los pacientes de cáncer. 
 
Además, cabe mencionar que, al lanzar PanDrugs, algunos de los genes 
alterados no se encuentran recogidos en su base de datos, PanDrugsdb. Sin 
duda, esto puede alterar los resultados, ya que al no reflejar el total de las 
mutaciones que presenta cada clon, podemos estar dejando de lado algún 
fármaco idóneo para el tratamiento de dicha población tumoral, o por el contrario, 
recomendar alguna droga que pueda resultar nociva al paciente. Sin embargo, en 
ningún clon el número de genes que no se recogen en PanDrugsdb excede los 3 
genes, como se puede observar en la tabla 6 (Tabla 6). Aunque esto debe tenerse 
en cuenta a la hora de aplicar el diagnóstico clínico, los resultados obtenidos 
deberían seguir siendo igualmente válidos. 
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Clon 
Nº de genes 
introducidos 
Nº de genes en 
PanDrugs 
Nº de genes que no 
recogidos 
DC4a 4 3 1 
DC4b 6 5 1 
DC13a 8 5 3 
DC13b 15 15 0 
DC14a 7 6 1 
DC14b 6 5 1 
DC16a 5 5 0 
DC16b 8 5 3 
DC16c 9 6 3 
DC16d 8 5 3 
DC16e 9 6 3 
DC18a 13 10 3 
DC18b 7 6 1 
DC18c 10 8 2 
DC20a 8 6 2 
DC20b 3 3 0 
DC20c 8 8 0 
  
 
 
 
 
3. Agrupación de fármacos en familias de drogas 
 
Una vez más, al agrupar los distintos fármacos recomendados por PanDrugs para 
tratar a cada clon en las distintas familias de drogas definidas por KEGG y cMAP, 
podemos comprobar como en todos los casos estudiados encontramos familias 
de fármacos para tratar a la totalidad de los clones presentes en una misma 
población tumoral. Se debe recordar que en el presente estudio se consideró 
Tabla 6. Resumen de genes introducidos en PanDrugs en la búsqueda de fármacos 
recomendados para cada clon, junto con el número de genes que aparecen y no 
aparecen en PanDrugsdb, en cada paciente. 
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estadísticamente significativo el enriquecimiento de las familias con un p-valor < 
0.05, sin considerar el FDR. Esto se debe a que existen numerosas familias 
conformadas por una única droga. De esta manera, al ejecutar la corrección por 
FDR este valor se veía aumentado. Una manera de evitar esto en futuros estudios 
sería el filtrado de las familias conformadas por un número de drogas que se 
considere por debajo de un umbral (e.g: todas aquellas familias de fármacos que 
contengan menos de 10 drogas). 
 
De nuevo, el mayor exponente en cuanto a similitud en familias enriquecidas lo 
presenta el paciente DC14 que muestra las mismas familias enriquecidas para 
ambos clones. Al ser el paciente que presentaba una menor heterogeneidad 
tumoral, también presenta la menor heterogeneidad terapéutica, como cabía 
esperar. En la tabla 5 podemos observar cómo los porcentajes de fármacos y 
familias solapantes se mantienen más o menos estables, variando en no más de 
un 11% en todos los casos, a excepción del paciente DC16, que al agrupar los 
fármacos adecuados para su tratamiento en familias, ve como el porcentaje de 
solapamiento crece hasta un 41% (Tabla 5). Todos estos datos, no hacen sino 
reforzar la evidencia de que, pese a las diferencias moleculares presentes en las 
distintas subpoblaciones, la heterogeneidad terapéutica, aún existiendo, no es tan 
marcada y con el diagnóstico adecuado puede atenuarse, puesto que todos los 
clones dentro de un mismo tumor comparten familias de fármacos recomendados 
para su tratamiento. 
 
4. Tratamiento detallado del paciente DC4 
 
El paciente DC4 es, como se ha mencionado a lo largo del estudio, el paciente 
que presenta una mayor heterogeneidad intratumoral, puesto que los clones que 
lo conforman, no comparten ninguna de sus alteraciones genómicas (Tabla 1). 
Genéricamente, la terapia propuesta para el tratamiento de estas dos 
subpoblaciones debería seguir un criterio que primase el tratamiento del clon más 
agresivo, más abundante o que pueda expandirse  tras la administración del 
fármaco al no ser sensible al tratamiento. Sin embargo, en este paciente, ambas 
subpoblaciones tienen una frecuencia de aparición bastante equilibrada en el 
tejido invasivo (el 55% de las células tumorales pertenecen al clon A, mientras 
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que el 45% pertenecen al clon B; Figura 2). En este caso, al presentar el tumor 
una fracción mayor de células del clon A que el clon B en el tumor invasivo, 
podríamos primar su tratamiento. Sin embargo, como a lo largo de este estudio 
hemos comprobado que existen fármacos capaces de inhibir a ambas 
poblaciones (como Bortezomib o Palbociclib), sería una buena idea escoger una 
de estas terapias. Los pacientes DC13 y DC14 seguirían una estrategia de 
tratamiento similar, al compartir muchas características con el paciente DC4, si 
bien sus clones son ligeramente menos heterogéneos. 
 
5. Tratamiento detallado del paciente DC16 
 
El paciente DC16 es, a simple vista, el que mayor heterogeneidad presenta de 
nuestro estudio, al definir los autores cinco subpoblaciones clonales en base a 
sus perfiles moleculares (Figura 3). Sin embargo, al estudiar la heterogeneidad 
que presenta, podemos comprobar como los clones C, D y E derivan del clon B y 
por lo tanto comparten un gran porcentaje de mutaciones, haciendo que la 
heterogeneidad entre estas cuatro poblaciones sea mucho menor, de la que 
presentan con el clon A. Es por ello, que el tratamiento adecuado para este 
paciente sería uno capaz de eliminar a todos los clones (como por ejemplo el 
Carboplatino). Sin embargo, en el caso de que no existiese esa posibilidad, 
deberíamos proponer una terapia combinada para reducir al clon A por un lado y 
al resto de clones por el otro, combinando, por ejemplo fármacos como el 
Ribociclib (que podría eliminar  al clon A) y el Paclitaxel (para los clones B, C, D y 
E; Figura 4). En caso de priorizar el tratamiento a  los clones derivados del clon B, 
parece lógico  primar una terapia guiada por las mutaciones presentes en  los 
clones B y D, puesto que estos son los clones que más proliferación celular 
presentan en el tejido invasivo (49 y 25% de las células respectivamente), 
mientras que los clones C y E representan un 3 y 10% respectivamente de las 
células tumorales, por lo que parecen menos agresivos (Figura 2). 
 
6. Tratamiento detallado de los pacientes DC18 y DC20 
 
En cuanto al paciente DC18, presenta un caso ligeramente similar al del paciente 
DC16. Presenta tres subpoblaciones, aunque sin embargo, el clon C deriva del 
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clon B, por lo cual, los tratamientos propuestos para estos dos clones coinciden 
en gran medida, si bien también aparecen fármacos comunes para el tratamiento 
de los tres clones (como el Imatinib; Figura 4). Adicionalmente, observando la 
evolución de las frecuencias de aparición de células de cada clon en los distintos 
tejidos tumorales, podemos comprobar cómo solo el 5% de las células tumorales 
invasivas de este paciente pertenecen a la subpoblación A. En caso de no existir 
un tratamiento común, esto condicionaría el tratamiento a ofrecer primariamente 
un fármaco que tuviese como diana a los clones B y C, y si fuese necesario, 
añadir al tratamiento una droga que eliminase al clon B. Por su parte, el paciente 
DC20 seguiría una estrategia similar, puesto que los clones B y C derivan del A. 
En este caso, las frecuencias de cada población son similares (26, 31 y 46%), por 
lo que la terapia propuesta sería eliminar primero al clon A, esperando que los 
clones B y C también se puedan ver  afectados por el fármaco. En el caso 
contrario, por supuesto, se debería proponer una droga que tuviese como dianas 
los clones B y C que podrían expandirse al no mostrar sensibilidad ni respuesta al 
tratamiento sugerido por el perfil mutacional del clon A. 
 
7. Heterogeneidad terapéutica intertumoral 
 
A lo largo de este estudio se ha abordado el análisis de distintas subpoblaciones 
procedentes de 6 pacientes de cáncer de mama distintos. Sin embargo, el grueso 
del estudio se centra en la heterogeneidad terapéutica intratumoral (es decir, la 
relativa a un mismo paciente). Sin embargo, merece la pena mencionar 
brevemente la heterogeneidad terapéutica intertumoral (o entre los 6 pacientes) 
presente. Destaca cómo con esta muestra concreta se encuentran familias de 
fármacos enriquecidas para tratar a la mayor parte de los  pacientes. Una muestra 
de ello es la familia de inhibidores de la despolimerización (formada entre otros 
por Paclitaxel, Taxol o Docetaxel), la cual aparece enriquecida en todos los clones 
analizados en 5 de 6 pacientes (a excepción del paciente DC16). Además, en 4 
de los pacientes aparece sobrerrepresentada en todos los clones la familia de los 
inhibidores de la polimerización (e.g. VCR, Vinorelbine y Vincristine). Por último, 
una familia que aparece enriquecida en todos los clones de todos los pacientes, a 
excepción del paciente DC4, es la familia de inhibidores de los receptores tirosina 
kinasa (e.g. Dasatinib y Nilotinib). Por supuesto, en cada paciente aparecen 
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enriquecidas de manera específica familias de fármacos inhibidores de 
oncogenes en cuyas rutas aparecen genes mutados para los  distintos pacientes 
(e.g. JNK, MYC, EGFR, CDK, mTOR). 
 
Todo esto nos indica que, si bien cada paciente guarda cierta heterogeneidad 
debido a los distintos perfiles moleculares de sus subpoblaciones, al estar 
estudiando pacientes con un mismo tipo de tumor, podemos encontrar muchas 
similitudes en sus tratamientos, por lo que la heterogeneidad terapéutica 
intertumoral también se ve reducida. 
 
Heterogeneidad Terapéutica en Cáncer  Guillermo Martín-Serrano García, 09/2018 
32 
 
CONCLUSIONES 
 
El presente trabajo de fin de máster aborda el estudio de la heterogeneidad 
terapéutica en cáncer a partir de la heterogeneidad intratumoral presente en las 
distintas poblaciones que componen el tumor de un mismo paciente. Para ello, se 
seleccionaron las muestras más apropiadas de aquellas disponibles en la 
literatura, presentando la suficiente heterogeneidad intratumoral y un mayor 
número de pacientes que el resto de estudios consultados. Tras comprobar que 
reunían los requisitos necesarios para realizar el estudio (presentar distintos 
pacientes con distintas subpoblaciones tumorales), se propuso una terapia para 
cada uno de los clones. Tras la obtención de los resultados de PanDrugs, se 
procedió a agrupar los fármacos obtenidos en familias de drogas para ver cuáles 
estaban más representadas entre las posibles terapias de cada clon y tratar así 
de comprobar nuestra hipótesis inicial que sostiene que la heterogeneidad 
intratumoral existente entre las distintas poblaciones clonales se traduce en una 
heterogeneidad terapeútica menor. Así, se comprobó que pese a las diferencias 
iniciales la heterogeneidad en la terapia se ve reducida aunque exista la presencia 
de clones con diferentes perfiles mutacionales en una misma población tumoral y 
por lo tanto, con un comportamiento variable. Por ello, existirán clones más 
agresivos que otros y algunos que serán más propensos a desarrollar resistencia 
frente a determinadas drogas. Sin embargo, al proponer terapias jerarquizando 
los distintos tratamientos disponibles, comprobamos que existen diversos 
fármacos (e incluso familias de fármacos) que podrían ser eficaces para eliminar 
todos los clones en cada uno de los pacientes testados. 
 
A su vez, se realiza un breve comentario sobre el concepto de la heterogeneidad 
intertumoral que se puede apreciar en este estudio: debido a la semejante 
naturaleza de las muestras analizadas (puesto que todas ellas tienen su origen en 
un carcinoma ductal de mama) se puede comprobar como no solo la 
heterogeneidad terapéutica intratumoral disminuye con el diagnóstico adecuado, 
sino que los pacientes analizados comparten familias de fármacos capaces de 
inhibir el crecimiento de sus subpoblaciones tumorales. En otras palabras, la 
heterogeneidad terapéutica intertumoral también se ve reducida. 
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Cabe destacar que este estudio es una primera aproximación al concepto de la 
heterogeneidad terapéutica y al abordaje de la misma a través de la 
heterogeneidad intratumoral que presenta un paciente. En un futuro, una manera 
de continuar con el presente estudio sería aumentar la cohorte de pacientes 
estudiados, así como incluir distintos tipos de tumores, y no solo centrarse en el 
carcinoma ductal de mama. Por otro lado, el manejo de bases de datos de 
fármacos no siempre es una tarea sencilla debido a la falta de estandarización en 
la nomenclatura de los mismos. Por ello, una mejora plausible para este proyecto 
sería la depuración de las firmas de drogas utilizadas para clasificar cada fármaco 
en una familia. Adicionalmente, como se comenta en el apartado 3 de la 
discusión, al realizar el análisis de enriquecimiento de las familias de fármacos, el 
FDR se ve aumentado notablemente debido a la gran cantidad de familias de 
drogas conformadas por un único fármaco, por lo que una depuración de este 
análisis, filtrando aquellas firmas de fármacos que no cumplan los requisitos (e.g. 
estar compuestas por 10 o más drogas), sería recomendable en análisis 
posteriores, para reducir el número de falsos positivos y aportar robustez los 
resultados de este estudio. Además, pese a que el número de genes descartados 
no es elevado, sería aconsejable no descartar nada de información sobre las 
variantes genómicas presentes en las subpoblaciones del paciente, intentando 
completar la información de las bases de datos utilizadas, pese a que esto 
depende de estudios capaces de establecer las relaciones entre un fármacos y 
genes diana. 
 
Así pues, este estudio es un indicativo de que, si bien la heterogeneidad 
intratumoral es un problema real en la terapia contra el cáncer, con el diagnóstico 
adecuado, la heterogeneidad terapéutica, disminuye notablemente. Esta primera 
conclusión aún a falta de más estudios sistemáticos con validaciones 
experimentales y clínicas podría proporcionar beneficios en el tratamiento 
oncológico ya que: i) proporciona una prescripción terapéutica más ajustada al 
perfil molecular del paciente, ii) propone tratamientos en combinación y/o 
secuenciales según la frecuencia de las poblaciones tumorales, iii) reduciría  la 
toxicidad a la que es comúnmente expuesto el paciente ajustando el tipo y 
número de fármacos administrados y, iv) permitiría adelantarse terapéuticamente 
a la adquisición de mecanismos moleculares de resistencias a fármacos, una de 
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las principales razones por las que los tratamientos oncológicos no son efectivos  
o lo son sólo durante un periodo reducido de tiempo. Este proyecto, por lo tanto, 
hace hincapié en la relevancia de la medicina de precisión en enfermedades tan 
complejas como el cáncer y como la integración de los datos clínicos del paciente 
junto a su perfil molecular incluyendo las diferentes poblaciones tumorales podría, 
en un futuro cercano, convertirse en el método estándar de diagnóstico y 
tratamiento de  esta enfermedad. 
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 
 
El material suplementario citado en el texto se puede encontrar en la siguiente 
URL: 
https://www.dropbox.com/s/hbmo6xgt8npkz5z/Heterogeneity_in_Cancer_MartinSe
rrano_Guillermo_TFM_SuppMat.rar?dl=0 
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